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Beschreibung

Die Erfindung betrifft thalidomidanaloge Verbindungen aus der Klasse der Piperidin-2,6-Dione, ein Verfahren zu
deren Herstellung sowie ihre Verwendung in Arzneimitteln.

Die UberschieBende Bildung des Zytokins TNF-a (Tumornekrosefaktor a) spielt eine zentrale Rolle in der Pathoge-
nese des Graft-versus-Host-Syndroms, der Multiplen Skierose, der TransplantatabstoBung, aphthdser Stomatitis, Ery-
thema nodosum leprosum, Morbus Boeck, rheumatoider Arthritis und einer Reihe weiterer Erkrankungen, die mit
entziindlichen Erscheinungen einhergehen. Ein Ansatz fur die Therapie dieser Erkrankungen besteht in der gezielten
Unterdriickung der TNF-a-Freisetzung durch Gabe immunsupprimierender oder -modulierender Wirkstoffe, wie zum
Beispiel Dexamethason, Pentoxifyllin oder Thalidomid.

Allerdings muB zwischen Indikationen unterschieden werden, die eine generelle Immunsuppression erfordern und
solchen, bei denen Vor- und Nachteile einer Immunsuppression abzuwagen sind. Thalidomid hat sich in der Behand-
lung der aphthdsen Stomatitis im Vergleich zu den kiassischen Immunsuppressiva als (iberlegen herausgestellt. Wei-
tere Beispiele von Erkrankungen, in denen Thalidomid eine gute Wirksamkeit zeigte, ohne zu einer generellen
Immunsuppression zu flihren, sind kutaner Lupus erythenatodes (H+G 69, 816 bis 822 (1994)), Pyoderma gangra-
nosum und orogenitale Ulcera bei Morbus Behcet (The Lancet, 20.05.89, 1093 bis 1095). Als pathogenetische Fakto-
ren dieser auf Haut und Schleimh&ute beschrankten Lasionen gelten endogene Mediatoren mit Wirkungen auf das
Endothel und zirkulierende Leukozyten. Unter dem EinfluB3 von TNF-a und anderer Zytokine nimmt fokal die Adhasivitat
des Endothels gegeniber Leukozyten zu, dies tragt maBgeblich zur Ausbildung der Vaskulitiden bei. Bei systemischen
Krankheitsbildern ist die Wirkung des Thalidomids selbst auf die Haut und Schleimh&ute beschrankt, was (zusatzliche)
Immunsuppression erfordert. Beispiele hierflir sind der systemische Lupus erythematodes, der neben den Hauter-
scheinungen auch lebensbedrohliche Veranderungen innerer GefaBe, insbesonders der Niere, aufweist; Leprareaktion
vom Typ Il mit Beteiligung der Augen und/oder der Gelenke sowie Morbus Behcet mit Beteiligung der Augen und/oder
der Gelenke.

Substanzen, die wie Thalidomid diese Veranderung des Endothels unterdriicken, zugleich aber Reaktionen der
spezifischen zellularen Immunabwehr ganz oder teilweise blockieren kdnnen einen bedeutenden Fortschritt fir die
Therapie der genannten systemischen Krankheitsbilder darstellen. Ein Schlisselbotenstoff der zellularen Immunant-
wort ist das Interleukin 2, von dem die Proliferation antigenspezifischer Lymphozyten abhangt.

Bei der Entwickiung neuer Arzneimittel ist es deshalb ein Ziel, die anti-inflammatorischen Eigenschaften des Thali-
domids gemeinsam mit immunsuppressiven Wirkkomponenten zum Ausdruck zu bringen, die Thalidomid allein in sei-
ner klinischen Anwendung nicht hat.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand in der Entwickiung thalidomidanaloger Verbindungen aus
der Klasse der Piperidin-2,6-dione, die die entziindlich ausgeléste Freisetzung von TNF-o sowie die antigeninduzierte
Synthese von Interleukin 2 hemmen.

Es wurde gefunden, daB die erfindungsgemaBen Verbindungen die gestellten Anforderungen erfllen.

Gegenstand der Erfindung sind deshalb in Position 3 und 5 substituierte Piperidin-2,6-dione der allgemeinen For-
mel ()

worin Z fur eine der Gruppen



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 0 856 513 A2

1 2
R R 1

\ / T
~C—_CH2— oder —C — CH—

wobei das Kohlenstoffatom mit dem Substituenten R’ an die Carbonylgruppe gebunden ist und

in der R! den Phthalimidrest bedeutet (wenn Z = -C(R! Rz)'CHg' ist) oder fir einen einfach oder doppelt mit
Hydroxy-, Methoxy- oder Aminogruppen substituierten Phthalimidrest steht (wenn Z -C(R') = CH- darstellt),

R2 Wasserstoff oder Cy.5-Alkyl (geradkettig oder verzweigt) ist,

R® fur Wasserstoff, eine C1.6-Alkylgruppe (geradkettig oder verzweigt) oder ein aromatisches oder heteroaromati-
sches Ringsystem steht, und R?* eine C1.6-Alkylgruppe (geradkettig oder verzweigt) oder ein aromatisches oder
heteroaromatisches Ringsystem bedeutet.

Von den Piperidin-2,6-dionen der Formel (I), in der Z = -C(RR?)-CH,- R' Phthalimid und R? und R® Wasserstoff
bedeuten, eignet sich insbesondere die Verbindung in der R* Phenyl ist.

Von den Piperidin-2,6-dionen der Formel |, in der Z = -C(R")=CH- ist und R® Ethyl und R* Phenyl bedeuten, eignet
sich insbesondere die Verbindung in der R' 3,4-Dimethoxyphthalimid ist.

Weiterer Erfindungsgegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung der thalidomidanalogen Verbindungen aus der
Klasse der Piperidin-2,6-Dione der allgemeinen Formel (I).

Verbindungen der allgemeinen Formel () mit Z = -C(R! R2)-CH2- lassen sich durch Kondensation von Phthals&u-
reanhydrid mit einer substituierten Glutaminsdure wie z.B. 4-Phenylglutaminsaure oder 4-Methylglutaminsaure in
einem organischen Losungsmittel, vorzugsweise Pyridin, Cyclisierung des Produkts in Acetanhydrid und nachfolgende
Uberfiihrung in das Imid herstellen. Die Umwandlung des Anhydrids in das Imid erfolgt dabei durch Schmelzen mit
Harnstoff.

Diese Zielverbindungen der Formel (I) lassen sich auch durch Umsetzung von Phthalsdureanhydrid mit einem 5-
substituierten 3-Amino-glutarimid, vorzugsweise durch Erhitzen in Essigsaure, erhalten.

Verbindungen der allgemeinen Formel (I) mit Z = -C(R")=CH- lassen sich durch Kondensation eines substituierten
Phthalsiureanhydrids wie z.B. 3,4-Dimethoxyphthalsdureanhydrid mit 5-substituierten 3-Amino-3,4-dehydropiperidin-
2,6-dionen wie z.B. 3-Amino-5-ethyl-5-phenyl-glutaconimid in einem organischen Lésungsmittel, beispielsweise Essig-
sdure, darstellen.

Beispiel 1
2-(5-Methyl-2,6-dioxo-piperidin-3-yl)-1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(1)

2,00 g (11 mmol) 4-Methylglutaminsédure und 1,95 g (13 mmol) Phthalsdureanhydrid wurden in 15 ml trockenem
Pyridin 6 h zum RiickfluB erhitzt. Nach destillativer Entfernung des Lésungsmittels wurde der Rickstand in 10 ml Ace-
tanhydrid 1 h zum Sieden erhitzt. Der beim AbkUhlen ausgefallene Feststoff wurde abgesaugt und das Filtrat einge-
engt. Nach Versetzen des Filtrats mit Ether wurde der gebildete Niederschlag abgesaugt und die vereinigten
Niederschlage aus absolutem Toluol umkristallisiert. 2,00 g (7 mmol) des Kristallisats und 0,23 g (3,8 mmol) Harnstoff
wurden gut gemischt und im Olbad bei ca. 200°C fiir 30 min. geschmolzen. Die erstarrte Schmelze wurde nacheinan-
der mit 4 ml Acetanhydrid und 6 ml Ethanol kurz zum Sieden erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wurde abgesaugt und
aus DMF/Wasser umkristallisiert. Es wurden 1,35 g (67 % der Theorie) 2-(5-Methyl-2,6-dioxo-piperidin-3-yl)-1,3-dihy-
dro-2H-isoindol-1,3-dion(1) mit einem Schmelzpunkt von 270 bis 272°C erhalten.

Beispiel 2
2-(5-Phenyl-2,6-dioxo-piperidin-3-yl)-1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(2)

3,00 g (12 mmol) 4-Phenylglutaminsaure und 2,12 g (14 mmol) Phthalsdureanhydrid wurden in 40 ml trockenem
Pyridin 6 h zum RuckfluB erhitzt. Nach destillativer Entfernung des Lésungsmittels wurde der Rickstand in 50 ml 5
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%iger HCI aufgenommen und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, mit
Aktivkohle entfarbt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach destillativer Entfernung des Lésungsmittels wurde der
Rackstand in 40 ml Acetanhydrid 1 h zum RuckfluB erhitzt. AnschlieBend wurde die Lésung eingeengt und mit Ether
versetzt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und aus trockenem Toluol umkristallisiert. 2,00 g (6 mmol)
des Kristallisats und 0,19 g (3 mmol) Harnstoff wurden im Olbad bei ca. 200°C fir 30 min. geschmolzen. Die erstarrte
Schmelze wurde nacheinander mit 4 ml Acetanhydrid und 8 ml Ethanol kurz zum Sieden erhitzt. Der ausgefallene Fest-
stoff wurde aus DMF/Wasser umkristallisiert. Es wurden 0,80 g (40 % der Theorie) 2-(5-Phenyl-2,6-dioxo-piperidin-3-
yl)-1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(2) mit einem Schmelzpunkt von 228 bis 231°C erhalten.

Beispiel 3
2-(5-Ethyl-5-phenyl-2,6-dioxo-piperidin-3-yl)-1,3-dihydro-2H-isoindol- 1,3-dion(3)

1,00 g (4 mmol) 3-Amino-5-ethyl-5-phenyl-glutaconimid wurden in 40 ml wasserfreiem Ethanol geldst, die Lésung
mit 0,1 g Palladiumkohle (10 % Pd/C) versetzt und unter einer Wasserstoffatmosphare 8,5 h gertihrt. AnschlieBend
wurde vom Katalysator filtriert und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde mit 0,70 g (5 mmol) Phthal-
saureanhydrid in 40 ml Eisessig zum 4 h RuckfluB3 erhitzt. Nach destillativer Entfernung des Lésungsmittels wurde der
Ruckstand aus Ethanol umkristallisiert. Es wurden 0,99 g (63 % der Theorie) 2-(5-Ethyl-5-phenyl-2,6-dioxo-piperidin-3-
yl)-1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(3) mit einem Schmelzpunkt von 174 - 177°C erhalten.

Beispiel 4
2-(5-Ethyl-5-phenyl-2,6-dioxo-1,2,5,6-tetrahydropyridin-3-yl)-4,5-dimethoxy- 1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(4)

0,45 g (2 mmol) 3-Amino-5-ethyl-5-phenyl-glutaconimid und 0,45 g (2 mmol) 4,5-Dimethoxyphthalsaureanhydrid
wurden in 15 ml Eisessig 5 h zum RiickfluB erhitzt. AnschlieBend wurde zur Trockne eingeengt und der Rickstand aus
Ethanol umkristallisiert. Es wurden 0,55 g (67 % der Theorie) 2-(5-Ethyl-5-phenyl-2,6-dioxo-1,2,5,6-tetrahydropyridin-
3-yl)-4,5-dimethoxy-1,3-dihydro-2H-isoindol-1,3-dion(4) mit einem Schmelzpunkt von 203 - 205°C erhalten.

Die erfindungsgeméfen Verbindungen sind toxikologisch unbedenklich und eignen sich deshalb als pharmazeuti-
sche Wirkstoffe. Dementsprechend ist Effindungsgegenstand auch die Verwendung der thalidomidanalogen Verbin-
dungen aus der Klasse der Piperidin-2,6-Dione der Formel (l) als Wirkstoffe in Arzneimitteln, vorzugsweise als
Suppressoren flr die entziindlich ausgeldste Freisetzung von TNF-o. sowie die antigen induzierte Synthese von Inter-
leukin-2.

ErfindungsgemaBe Arzneimittel enthalten neben mindestens einer Verbindung der allgemeinen Formel (1) Trager-
materialien, Fullstoffe, Ldsungsmittel, Verdiinnungsmittel, Farbstoffe und/oder Bindemittel. Die Auswahl der Hilfsstoffe
sowie die einzusetzenden Mengen hangen davon ab, ob das Arzneimittel oral, intravends, intraperitoneal, intradermal,
intramuskular, intranasal, buccal oder lokal appliziert werden soll. Far die orale Applikation eignen sich Zubereitungen
in Form von Tabletten, Kautabletten, Dragees, Kapseln, Granulaten, Tropfen, Séften oder Sirupen, fiir die parentale,
topische und inhalative Applikation Lésungen, Suspensionen, leicht rekonstituierbare Trockenzubereitungen sowie
Sprays. ErfindungsgemaBe Verbindungen in einem Depot in geldster Form, einer Tragerfolie oder einem Pflaster, gege-
benenfalls unter Zusatz von die Hautpenetration férdernden Mitteln, sind Beispiele fir geeignete perkutane Applikati-
onsformen. Aus oral oder perkutan anwendbaren Zubereitungsformen kénnen die erfindungsgeméBen Verbindungen
verzégert freigesetzt werden.

Die an Patienten zu verabreichende Wirkstoffmenge variiert in Abhéngigkeit vom Gewicht des Patienten, von der
Applikationsart, der Indikation und dem Schweregrad der Erkrankung. Ublicherweise werden 1 bis 150 mg/kg, wenig-
stens einer thalidomidanalogen Verbindung der Formel (l) appliziert.

Pharmakologische Untersuchungen

Die Freisetzung von TNF-a kann in vitro an humanen mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (T-Zellen, B-
Zellen und Monozyten) nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) untersucht werden. LPS ist ein Bestandteil der
bakteriellen Zellwand und stimuliert Monozyten und Makraphagen. Neben der Stimulation mit LPS kann die Freiset-
zung von

TNF-a auch durch Stimulation von humanen mononukiedren Zellen des peripheren Blutes mit T-Zellen spezifi-
schen, monoklonalen Antikérpern gegen Aktivierungsantigene (AntiCD2-AntiCD28) oder dem bakteriellen Superanti-
gen toxisch Schock Syndrom Toxin-1 TSST-1 provoziert werden. Abgesehen von der TNF-q¢ Freisetzung fihren diese
Stimulanzien unter anderem zur Bildung von Interleukin-2 (ll-2).
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LPS-Stimulation mononukleérer Zellen: Wirkung auf TNF-¢

Die Freisetzung von TNF-a kann in vitro an humanen mononukleéren Zellen des peripheren Blutes, also T-Zellen,
B-Zellen und Monozyten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) untersucht werden. LPS ist ein Bestandteil der
bakteriellen Zellwand und stimuliert Monozyten und Makrophagen.

Mononukleare Zellen wurden aus dem heparinisierten Blut von mindestens drei freiwilligen Spendern gewonnen.
Hierzu wurden je 20 ml Blut nach bekannten Methoden Uber einen Ficoll-Paque-Gradienten aufgetrennt, die Zellen
wurden geerntet und dreifach mit einem Zellkulturmedium gewaschen. Dieses Zellkulturmedium bestand aus RPMI
1640 Medium, supplementiert mit 2 mM Glutamin (Life Technologies, Eggenstein), 10 % fétalem Kalberserum (Life
Technologies), 50 ug/ml Streptomycin (Sigma, Deisenhofen), 50 IU/ml Penicillin (Sigma) und 100 uM B-Mercaptoetha-
nol (Merck, Darmstadt). Die mononukleéaren Zellen wurden schlieBlich in 15 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in
1 ml Ansétzen in sterilen 24-Loch-Inkubationsplatten (Sigma) aufgeteilt. Den 1-ml-Ansétzen wurde jeweils 1 ul Dime-
thylsulfoxid (DMSO, Merck) oder 1 ul einer Lésung der Testsubstanz (in DMSO; Endkonzentration im Test: 0,5; 5; 12,5
und 50 pg/ml) zugesetzt und die Anséatze wurden fur eine Stunde im CO,-Brutschrank (5 % CO,, 90 % Luftfeuchtigkeit)
inkubiert. AnschlieBend wurden, mit Ausnahme der Kontrollen, jeweils 2,5 ug LPS (von E. coli 0127: B8, Sigma) zuge-
fugt. Die Inkubation der Kulturen wurde flr 20 h fortgesetzt. Die Konzentration von TNF-« in den Zellkulturlberstanden
wurde im AnschluB an die Inkubation mit kommerziellen ELISA-Tests (Boehringer Mannheim) bestimmt. Aus den MeB-
werten der nicht wirkstoffbehandelten Kontrollansatze und den mit den Testverbindungen inkubierten Ansatzen wurde
die Starke der TNF-a-Hemmung berechnet. Mit Hilfe einer Regressionsgerade wurden die Konzentrationen errechnet,
die zu einer 50 %igen Hemmung der TNF-a-Freisetzung fiihrten (IC50-Werte).

In Tabelle 1 ist der inhibitorische EinfluB der erfindungsgemaen Verbindungen auf die LPS-induzierte Freisetzung
von TNF-a dargestellt:

Tabelle 1
Beispiel Nr. Hemmung der TNF-a IC5p [1g/mi]
Freisetzung_in (%) bei einer
Endkonzentration von 50 pg/ml
im Test
1 48 % n.b.
2 69 % 8,7
3 80 % 11,0
4 90 % 2,0

Stimulation von T-Zellen: Hemmung von 1I-2

Die Freisetzung von Interleukin-2 kann durch in vitro Stimulation humaner mononukieéren Zellen des peripheren
Blutes, das neben T-Zellen auch B-Zellen und Monozyten enthalt, untersucht werden. Durch die polyklonale Stimulation
Uber konstante Epitope des T-Zell-Rezeptors oder sogenannte akzessorische signallibertragende Oberflachenmole-
kile erhélt man eine ausgepragtere MeBstrecke als durch die Antigenstimulation kleiner T-Zellpopulationen. Es wurde
die Kombination 2 solcher akzessorischer Signale, namlich die Uber die Oberflachenmolekiile CD2 und CD28 verwen-
det.

Mononukleare Zellen werden aus dem heparinisierten Blut von mindestens drei freiwilligen Spendern gewonnen.
Hierzu werden je 20 ml Blut nach bekannten Methoden Uber einen Ficoll-Paque-Gradienten aufgetrennt, die Zellen
wurden geerntet und dreifach mit einem Zellkulturmedium gewaschen. Dieses Zellkulturmedium besteht aus RPMI
1640 Medium, supplementiert mit 2 mM Glutamin (Life Technologies, Eggenstein), 10 % fétalem Kalberserum (Life
Technologies), 50 pg/ml Streptomycin (Sigma, Deisenhofen), 50 1U/ml Penicillin (Sigma) und 100 uM p-Mercaptoetha-
nol (Merck, Darmstadt). Die mononukleéaren Zellen wurden schlieBlich in 15 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in
1 ml Ansétzen in sterilen 24-Loch-Inkubationsplatten (Sigma) aufgeteilt. Den 1-ml-Ansétzen wurd jeweils 1 ul Dimethyl-
sulfoxid (DMSO, Merck) oder 1 ul einer Losung der Testsubstanz (in DMSO; Endkonzentration im Test: 0,5; 5; 12,5 und
50 ug/ml) zugesetzt und die Ansatze wurden fir eine Stunde im CO,-Brutschrank ( 5 % CO,, 90 % Luftfeuchtigkeit)
inkubiert. AnschlieBend wurden, mit Ausnahme der Kontrollen, jeweils 0,1 pg/ml der monoklonalen Antikérper zuge-
setzt (Klon-Nr. AICD2.M1 von Prof. Dr. Meuer; anti-CD28 von CLB, Amsterdam) zugefigt. Die Inkubation der Kulturen
wurde flr 20 h fortgesetzt. Die Konzentration von II-2 in den Zellkulturiiberstdnden wurde im AnschluB an die Inkubation
mit kommerziellen ELISA-Tests (Boehringer Mannheim) bestimmt. Aus den MeBwerten der nicht wirkstoffbehandelten



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 0 856 513 A2

Kontrollansatze und den mit den Testverbindungen inkubierten Ansatzen wurde die Starke der lI-2-Hemmung berech-
net.

Die Substanz des Beispiels 4 hemmte unter diesen Bedingungen bei einer Konzentration von 50 ug/ml die
CD2/CD28-stimulierte Synthese von 1I-2 um 86 6 %. Bei Verwendung des Staphylokkoken-Superantigens (von E.coli
0127: B8; Sigma, Deisenhofen) TSST-1 (0,1 ug/ml) als T-Zell-Stimulus wurde die [I-2-Synthese um 77 + 20% gehemmt.

Die vorstehend gemachten Untersuchungen zeigen, daB die thalidomidanalogen Verbindungen aus der Klasse der
Piperidin-2,6-Dione der Formel (l) sowohl die entziindlich ausgesetzte Freisetzung von TNF-o sowie die antigen indu-
zierte Synthese von Interleukin-2 hemmen.

Patentanspriiche

1. Substituierte Piperidin-2,6-dione der Formel (I),

in der Z -C(R'R?)-CH,- oder
-C(R") = CH- bedeutet,

R!'  Phthalimid (wenn Z = -C(R'R?)-CH,-) oder einen einfach oder doppelt mit Hydroxy-, Methoxy- oder Amino-
gruppen substituierten Phthalimidrest (wenn Z = -C(R') = CH-) darstellt,

R2 Wasserstoff oder ein C4_g-Alkylgruppe bedeutet,

RS Wasserstoff, eine C1.g-Alkylgruppe oder ein (hetero)aromatisches Ringsystem ist und

R4 C1.6-Alkyl oder einen (hetero)aromatischen Ring darstellt.

2. Substituierte Piperdin-2,6-dione der Formel (I) gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB

Z -C(R'R?)-CH,- ist,

R!'  Phthalimid bedeutet,

R2  Wasserstoff darstell,

RS Wasserstoff oder Ethyl bedeutet und
R*  Methyl oder Phenyl darstellt.

3. Substitierte Piperidin-2,6-dione der Formel | gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB

Z -C(R") = CH- ist,

R!'  3,4-Dimethoxyphthalimid bedeutet,
R®  Ethyl und

R*  Phenyl darstellt.

4. \Verfahren zur Herstellung substituierter Piperidin-2,6-dione der Formel (I) gemaB Anspruch 1 und 2 , dadurch
gekennzeichnet, daB man ein Phthalsaureanhydrid mit einer substituierten Glutaminsaure kondensiert, das Pro-
dukt zum Anhydrid cyclisiert und dieses in das Imid tiberfthrt wird.

5. Verfahren zur Herstellung substituierter Piperidin-2,6-dione der Formel | gemaf Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB ein Phthalsdureanhydrid mit substituierten 3-Aminoglutaconimiden oder 5-substituierten 3-Amino-
glutarimiden kondensiert wird.

6. Verwendung eines substituierten Piperidin-2,6-dions der Formel | gemaB Anspruch 1 bis 3 als Wirkstoff in einem
Arzneimittel.
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7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Arzneimittel ein Immunmodulator ist.



	Bibliographie
	Beschreibung
	Ansprüche

